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論 文 内 容 要 旨
緒言
食用 アスパ ラガス(オ5P∂r」ヨ8'αεoが ン'oゴノ2∂1∫5L.)は雌雄異株 の単子葉植 物 で あ
る。遺伝学 的解析及び核型分析か ら雌株 はXX型 、雄株 はXY型 の性染色体 を持
つ こ とが明 らか になっている。その花芽 の分化 は花被、雄蕊 、雌蕊 の各器 官が
発達 を始 める両性 花の段 階を経て、雄花 では雌蕊 の発 達が停止す ることに よっ
て、逆 に雌花では雄蕊 の発達が停止 したの ち退化 す ることに よって起 こる。 こ
の こ とか ら、食用 アスパ ラガスの性決定 因子 は花 の発達過程 の後期段階 に花器
官 の形成 に影響 を与 えるもの と考 え られ てい る。 また、食用 アスパ ラガ スの花
は同花被花 で、が く片の代わ りに花弁状 の花被片 を2層 に持 っ。 この よ うな食
用 アスパ ラガス においての性分化様式 や花被形成様式 を明 らか にす るた めには
花の器 官形成 に関わ る遺伝子 を単離 し、そ の機 能 を調べ る必要が ある。花 の器
官形成 に関わ る遺伝 子はシロイヌナズナや キンギ ョソ ウのホメオテ ィック突然
変異体 を用 いた研 究か ら単離 され 、ABCモ デル と呼 ばれ る簡潔 なモデル が導 き出
され た。 とのモデル はA,B,Cの3種 類 のホメオテ ィ ック遺伝子群 の組 み合 わせ
の機 能す る場所 に よって、花器官 の種類 と発 生す る位置が決定 され る とい うも
ので ある(Fig.1)。 食用 アスパ ラガス と同 じくチ ュー リップのよ うな同花被花
植 物 ではmodifiedABCモ デル が提唱 され てお り、 このモデル に よる とBク ラス
遺伝子 の働 く領域がwhorl2と3だ けで な くwhorl1に まで拡 張 され るこ とに
よって一番外側 のが く片が花弁状 の器 官 になった もの と説明 されてい る
(Fig.1)。 しか しなが ら、 この1nodifiedABCモ デル については分子 生物学 的 な
　
解析 はな され てお らず、同花被花植物 の花弁形成 を説明で きる普遍 的なモ デル
で あるか はまだ解 明 され てい ない。
そ こで本 研究 では、食用アスパ ラガス を材料 として雄蕊 と花被 の形成 に関わ
る と思われ るABCモ デルのAク ラス及 びBク ラス遺伝子群 を単離 し、花被形態
形成 のメカニズ ムを分子 レベル で明 らか にす ると共 に、性決定因子 との関連性
を調べ る こ とを 目的 として研究 を行 った。
第1章 食 用 アスパ ラガスにお けるBク ラス遺伝子群 の単離及 び発現解 析
雄 性生殖器 官 で ある雄蕊 の形成 に関わ る遺伝子 の発現様 式 を調べ るため、 ま
た、花被片 の形成 にmodifiedABCモ デル が当てはまるか を調 べ るためにBク ラ
ス遺伝子 の単離や発現パ ター ンを調べ た。その結果、キ ンギ ョソウの ㎜ ㎜S
と高 い相 同性 を示 すcDNA断 片が1種 類 単離 され 、 この断片 は単子 葉植 物 の
DEF-like遺 伝 子 と高い相 同性 を示 した(Fig.2)。 ア ミノ酸配列 を基 に系統樹 を
作成 した結 果 、 単子 葉植 物 のDEFサ ブ グル ー プ に位 置 す るこ とが分 か っ た
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(Fig.4)。 本研 究 で は こ の遺 伝 子 を オo%Fと 名 づ け た 。 ま た 、 キ ン ギ ョ ソ ウの
6Zα ヲ0醐 遺 伝 子 と高 い相 同性 を示 す2種 類 のcDNA断 片 が 単 離 され 、 単 子葉 の
GLO-1ike遺 伝 子 と高 い相 同性 を示 した(Fig.3)。 この2種 類 のcDNA断 片 はGLO
グル ー プ の 系 統 樹 に お い て 、 単子 葉 植 物 のGLO-likeグ ル ー プ に位 置 して い た
(Fig.5)。 本研 究 で は この2種 類 の 遺 伝 子 を オ06z伽,∠oαlo8と 名 づ け た。 サ ザ
ンプ ロ ッ トの結 果 、 これ らの3種 類 の遺 伝 子 は単 一 コ ピー で あ る こ とが 明 らか
に な り(Fig.6)、 ノー ザ ン プ ロ ッ トの 結 果 、花 で 特 異 的 に発 現 す る こ とが 明 ら
か に な った(Fig.7)。 さ らに 、沼o%Fの 場 合 、雌 花 で は シ グナル が検 出 され な か
っ た こ とか ら、 この遺 伝 子 は雌 雄 の 花 の 共 通器 官 で あ る花 被 片 に お い て は発 現
しな い 可 能 性 が 示 唆 され た。花 の発 達過 程 にお け る発 現 パ ター ン を調 べ るた め、
insituhybridizationを 行 っ た。 そ の結 果 、3種 類 のBク ラ ス遺 伝 子 はす べ て
内 花 被 と雄 蕊 だ け で 発 現 す る こ と が 明 ら か に な り、 食 用 ア ス パ ラ ガ ス に は
modifiedABCモ デ ル が 当 て は ま らな い こ とが 明 らか に な っ た(Fig.8,9,10)。
ま た 、雌 花 にお い て雄 蕊 の発 達 が 抑 制 され るス テ ー ジ に お い て 、』食 用 ア ス パ ラ
ガ ス のBク ラ ス遺 伝 子 群 は雌 花 の雄 蕊 と内 側 の花 被 片 にお い て もそ の発 現 が 弱
くな って い く こ とが 明 らか に な っ た。
第2章 食 用 アスパ ラガスにお けるBク ラス遺 伝子産物 間の相互 作用
シ ロイ ヌナ ズナ とキ ンギ ョソウでのBク ラス遺伝子群 はDEFグ ルー プ とGLO
グル ープ に分 かれ てお り、それ ぞれ のグル ープ に属す る遺伝子 が1つ ず つ単離
され てい る。 これ らDEFグ ルー プ とGLOグ ル ープの遺伝 子産物はヘテ ロダイマ
ー を形 成 し、花弁 、雄 蕊 の形成 や 自己転 写活性維 持 に関係 してい る。 近年、進
化的 にシダ類植物 と被子植物 の 中間 に位 置す る裸子植物種 か ら融DSbox遺 伝 子
の単離 が行 なわれ 、照6ZOの 区別 がないBク ラスに近 い遺伝 子群が存在す る
とい う報告 がな され てい る。 これ らのBク ラス遺伝 子産物 にお けるダイマー形
成様式 も調べ られ 、裸子植物 のBク ラス遺伝子産 物はホモ ダイマー のみ を形成
す るこ とが明 らか にな り、植 物種 に よ りダイマ ー形成様 式 に多様性 を持つ可能
性が示唆 され た。単子葉植物 であ るユ リ科植 物 のBク ラス遺伝子産物 は双子葉
植物 の よ うなヘ テ ロダイマーだ けで な く、裸子植 物 の よ うにホモ ダイマー も形
成す ることが明 らかにな り、 これ らの結 果か ら、ユ リのBク ラス遺伝 子は双子
葉植 物 のBク ラス遺伝子 よ り裸子植物 に近い機能 的進化 を した可能性が示唆 さ
れた。植 物種 に よ りBク ラス遺伝子 産物 間で の相 互作用 に多様性 が見 られた こ
とか ら、様 々な植物種 のBク ラス遺伝 子産物 間での相 互作用 を調べ るこ とで、
花 の形 態進化 との関連 性 を解 明す るこ とがで き る と考 え られ る。 また、作 られ
るダイマー の種類 によ り、.そ れ ぞれ のダイ マー が持 つ機 能 が異 な る可能性 も考
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え られ る。 そ こで 本 章 で はgelshift法 に よ る食 用 ア スパ ラガ ス のBク ラス遺
伝 子 産 物 問 で の相 互 作用 を調 べ た。
そ の結 果 、食 用 ア スパ ラガ ス の3種 類 のBク ラス 遺 伝 子 をそ れ ぞ れ 単 独 で タ
ンパ ク を合 成 させ た反 応 区 で は バ ン ドが検 出 され な か った 。AODEFとAOGLOA,
AODEFとAOGLOBの タ ンパ クを一 緒 に合 成 させ た反 応 区 に お い て は バ ン ドが検 出
され 、AOGLOA/AOGLOBの 反応 区 にお い て は バ ン ドが 検 出 され な か っ た。 これ らの
結 果 か ら、 食 用 ア ス パ ラガ ス のBク ラス 遺 伝 子 群 は ホモ ダ イ マ ー は形 成 せ ず 、
シ ロイ ヌナ ズ ナや キ ンギ ョ ソ ウの よ うにDEF-like,GLO-like遺 伝 子 産 物 間 の ヘ
テ ロダイ マー の み を形 成 す る こ とが 明 らか に な っ た(Fig.11)。
第3章 食用アスパラガスにおけるBク ラス遺伝子の形質転換体を
用いた機能解析
単離iしたMADSbox遺 伝子 の機能 を明 らかにす るためには、遺伝 子が単離 され
た植 物体 にその遺伝子 を形質転換 させ て、過剰発 現 させ た り発現 を抑 制 させ た
りす るこ とで機 能解析 をす る必要 があ る。 しか しなが ら、食 用ア スパ ラガ スは
形 質転換 が困難 で あるた め、本研究 では形質転換 が容易 であ るタバ コや シロイ
ヌナズナ を用 いて食用ア スパ ラガスのBク ラス遺伝 子 の機能解 析 を試 みた。 タ
バ コを用 いて食用 アスパ ラガ スのBク ラス遺伝子群 をそれ ぞれ単独 で過剰 発 現
させ た結果 、花器 官 にお いて は形態 の変 化 が見 られ なか ったが、 コン トロール
よ り早期 に開花 した。食用アスパ ラガスのBク ラス遺伝子産物 はホモ ダイマー
を形成 しない こ とが明 らかにな り、 これ らの遺伝 子 が機 能す るために はダイ マ
ー を形成 しな けれ ばな らない
。食用 アスパ ラガ スのBク ラス遺伝 子 を単独で過
剰 発現 させ た タバ コにお いて花 での形 態変化 が見 られ なか った のは、 タバ コそ
の ものが持つ内生Bク ラス遺伝子 とのダイマー形成(相 互 作用)が で きなかっ
たためで ある可能性 が考 え られ る。この ことか ら、AODEF/AOGLOA,AODEF/AOGLOB
を合 わせ持 った植物体 を作成 し、その表現型 を調べ る必要 が ある と考 え られ る。
現在、 両遺伝 子 を持つ形質転i換体 の作成や シ ロイヌナ ズナ を用い た形 質転換 体
の作成 も行 ってい る。
第4章 食用アスパラガスにおけるAク ラス遺伝子の単離及び発現解析
/
ABCモ デル のAク ラスの遺伝子群 は花序原基 か ら花原 基 を誘 導 し、花器 官にお
いてはが く片 と花 弁の形 態形成 に必要 な遺伝子 で あ るこ とが 明 らか になってい
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る。食 用 アスパ ラガス のBク ラス遺伝子 は外側 の花被片 では発現 が見 られず 、
modifiedABCモ デル には当て はま らない こ とが明 らかになったため、Aク ラス
の遺伝 子 が花被 片 の形成 に重 要な役割 をす る可能性 が考 え られ た。 そ こで本 章
で は食用 アスパ ラガスか らAク ラス の遺伝子 を単離 し、オ0%耀 遺伝子 と名づ け、
そ の発現パ ター ンを調べ た。
そ の結果 、オ∬0朗 はイネ、 トウモ ロコシ、ユ リな ど、単子葉植 物 の50朋 一like
遺伝子 と高い相 同性 を示 した(Fig.12)。 系統樹 を作成 した結果 、オ050脇 はAク
ラスの グル ープに位 置す るこ とが確認 され 、 さらに、イネ のFD㎜DS7と 最 も近
いこ とが確認 され た。認 ∫0朋と1伽 ㎜∬7の グルー プは単子葉 のSQUAグ ルー プ
とも離れ た位 置に ク レー ドを形成 す ることか ら、沼050刎 は今 まで報告 され てい
るAク ラス遺伝子 とは異 なった機能 を持つ可能性 が示唆 され た(Fig.13)。 オ05ρ伽
のコ ピー数 を調べた結果 、2～3コ ピー であるこ とが確認 され(Fig.14)、 ノーザ
ンプ ロ ッ ト解析の結果、栄養器 官で ある茎 、擬葉 にお いて発現 が見 られ 、特に
茎 で強 く発現す るこ とが分かった。花 において もシグナルが観察 され 、雄花 で
強 く発現 してい るこ とが確認 された(Fig.15)。Insituhybridizationに よる花
の器官 においての発 現 を調 べた結果 、花 の原基や茎 の原基 にお いて も強い発 現
が見 られ、花器 官が形成 され る初期 ステージにお いては内花被、雄蕊 、雌蕊 で
強 い発 現が見 られ、外花被 において の発現が安 定 しない ことが明 らかにな った。
,外花被 にお いて は花の発 達 と共 にその発 現が弱 ま り、単性花 のステ ー ジか らは
発現 が完 全 にな くな ってい るこ とが確認 され た。灘50刎 の発現パ ター ンか らこ
の遺伝 子 は現在報告 されてい るAク ラス遺伝子 とは異 なった機能 を もっ可能性
が強 く示唆 された(Fig.16)。
ま とめ
食用 アスパ ラガ スの花被 は外花被 、内花被 ともに花弁状 の器官 で構成 され て
い るが、花弁状 の器官の形態形成 に関わ る と思 われ るBク ラス遺伝子 は外花被
では発 現が見 られず 、内花被 だ けで発現が見 られ た。 この ことか ら、食 用アス
パ ラガス のBク ラス遺伝子 は花被 の形態形成 には必要 ではな く、modifiedABC
モデル には当てはま らない こ とが示唆 された。 また、食用 アスパ ラガス と系統
的に近いユ リのBク ラス遺伝子 はホモダイマー も形成す るのに対 し、食用 アス
パ ラガス のBク ラス遺伝子 はヘ テ ロダイマー のみ を形成す ることか ら食用 アス
パ ラガス のBク ラス遺伝子 は双子葉植物 のBク ラス遺伝子 に近 い機能 的進化 を
した可能性が示唆 された。 本実験で単離 され たAク ラス遺伝 子 はそ の発現パ タ
ー ンか ら従来のAク ラス遺伝子 とは異 なった機能 を持つ可能性が示唆 され 、 さ
らにサザ ンプ ロ ッ ト解析 か ら複数 のAク ラス遺伝子 の存在 が示唆 され たため、
一287一
本研究 で単離 され た遺伝子以外 のAク ラス遺伝 子の単離や機 能解析 が必要で あ
る と考 え られ る。
今後 、様 々な同花被花植物 か ら花被 の形態形成 に関わるAク ラス及 びBク ラ
ス遺伝子群 を単離 し、その発現 と機 能 を調べ ることで同花被花植物 においての
花被形成 メカニズム を明 らかにす るこ とがで きると考 え られ る。 さ らに、雄蕊
と雌蕊 の形態形成 に関わるCク ラス遺伝子 の機能解析や雄蕊 、雌蕊 の器 官発 達
に関わる遺伝子 を単離 し、そ の機 能 を解析す る ことで、食用アスパ ラガスにお
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MADSdomain,Kdomainは 枠 内 で 示 した 。
AODEFに はPIMotif」DerivedとPaleoAP3Motifが
保 存 され て い た 。
MADSdbmain,Kdomainは 枠 内 で 示 した 。
AOGLOA,AOGLOBに はPI-Motifが 保 存 され て い た 。
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AOGLOB遺 伝子 の発現 パターン
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A:若 茎 の 組 織 、B:コ ン トロ ー ル
C,D:花 発 達 初 期 の 雄 花 、E:花 発 達 初 期 の 雌 花
F:コ ン トロー リレ
bm:branchmeristem,fm:floralmeristem
ot:outertepal,it:innertepal,statamen,c:carpe]
Fig.16花 の発達過程 におけるAOSQUA遺 伝子 の
発現 パターン
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論 文 審 査 結 果 要 旨
食用アスパラガスは雌雄異株の単子葉植物ある。遺伝学的解析 と核型分析か ら雌株はXX型,雄 株は
XY型 の性染色体 をもっていることが明らかになっている。その花芽の分化は花被,雄 蕊,紙 蕊の各器
官が発達 し始める両性花の段階を経て,雄 花では雌蕊の発達が惇止することによって,ま た,雌 花では






ような同花被花植物ではmodi五edABCモ デルが提唱されてお り,こ のモデルによるとBク ラス遺伝子
の働 く領域がwhor2と3だ けでなくwhor1に まで拡張され,一一番外側のがく片が花弁状になったもの
と説明されている。しか しながら,こ のModi五edABCモ デルに関しては分子生物学的な解析はなされ
ておらず,同 花被花植物の花弁形成 を説明できる普遍的なモデルであるかは未だ解明されていない。
そこで本研究においては,食 用アスパラガスの雄蕊 と花被の形成に関わると思われるABCモ デルの
Aク ラス及びBク ラス遺伝子群を単離 し,花 被形態形成のメカニズムを分子レベルで明らかにすると共
に性決定因子 との関連性 を検討することを目的 とした。
その結果,1)食 用アスパラガスの花被は外花被,内 花被 ともに花弁状の器官からなるが,Bク ラス
遺伝子は外花被では発現せず,内 花被においてのみ発現 していた。このことからBク ラス遺伝子は花被
の形態形成には必要ではな く,Mod雌edABCモ デルには適合 しないことが明らかとなった。2)食 用
アスパラガスと系統的に近いユリのBク ラス遺伝子はホモダイマーとヘテロダイマーを形成するのに対 し
て,食用アスパラガスのBク ラス造伝子はヘテロダイマーのみを形成することか ら,双 子葉植物のBク
ラス遺伝子に近い機能的進化をした可能性が示唆された。3)本 研究で単離されたAク ラス遺伝子はそ
の発現パターンから従来のAク ラス遺伝子とは異なる機能を持つこと,ま た,複 数の遺伝子の存在が示さ
れた。本研究の結果を基にして,今 後,様 々な同花被花植物から花被の形態形成に関わる遺伝子群 を単離
し,そ の発現と機能を調べ ることによって,同 花被花植物における花被形成のメカニズムが明らかにな
ると考えられる。さらに,雄 蕊 と雌蕊の形態形成に関わるCク ラス遺伝子の機能解析や雄蕊,雌 蕊の器
官発達に関わる遺伝子を単離し,そ の機能を解析することで,食 用 アスパラガスにおける性決定機構の
一端が明 らかにすることが可能であると考えられる。
以上の本研究の成果は高等植物の花器形態形成の機構について重要な知見を提供するもであ り,審 査
委員一同は本研究に博士(農 学)の 学位 を授与するに値するものと認定 した。
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